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Изучена возможность применения казеина вместо кожного порошка в мето-
дике количественного определения дубильных веществ, приведенной в Государствен-
ной фармакопее Республики Беларусь. Определены оптимальная масса добавляемого 
белка и время, необходимые для адсорбции дубильных веществ. Рассчитаны попра-
вочные коэффициенты для нескольких видов лекарственного растительного сырья, 
позволяющие сравнить результаты, полученные при использовании казеина и кож-
ного порошка.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время возрос интерес к 
изучению лекарственного растительного 
сырья, содержащего дубильные вещества. 
Это связано с установлением новых видов 
фармакологической активности данной 
группы биологически активных веществ 
[1] и доступностью источников их выде-
ления.
Дубильные вещества представляют 
собой сложные смеси природных высо-
комолекулярных (М.м. 500-20000) поли-
фенольных соединений, способных обра-
зовывать прочные связи с белками, пре-
вращая невыделанную шкуру животных 
в дубленую кожу [2]. Они различаются по 
своей химической структуре и традицион-
но подразделяются на две группы: гидро-
лизуемые дубильные вещества (сложные 
эфиры галловой кислоты и ее произво-
дных с сахарами, органическими кислота-
ми и флавоноидами) и конденсированные 
дубильные вещества (полимерные продук-
ты конденсации катехинов, лейкоантоциа-
нидинов и гидроксистильбенов).
Разнообразие химической структуры 
и обусловленное этим различие в физи-
ко-химических свойствах представителей 
групп дубильных веществ, а также содер-
жание их в растениях в виде многокомпо-
нентных трудно разделяемых смесей об-
условливают сложность установления ко-
личественного содержания этих соедине-
ний в лекарственном растительном сырье 
и лекарственных средствах на его основе. 
В настоящее время известно свыше 100 
методик количественного определения 
дубильных веществ [3-7], которые можно 
разделить на несколько групп:
Гравиметрические, основанные на 
осаждении дубильных веществ желати-
ном, ионами тяжелых металлов (медью, 
иттербием и др.) или адсорбцией обезжи-
ренным кожным порошком. Содержание 
дубильных веществ в данном случае нахо-
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дится как разность между массой сухого 
остатка извлечения из лекарственного рас-
тительного сырья и массой сухого остатка, 
полученного высушиванием извлечения 
после обработки его указанными реаген-
тами.
Титриметрические. Наиболее распро-
страненным методом является метод пер-
манганатометрии в присутствии индиго-
сульфокислоты (метод Левенталя в моди-
фикации Курсанова). Данный метод был 
включен в Государственную Фармакопею 
СССР XI издания [4], а затем и в Государ-
ственную фармакопею Республики Бе-
ларусь [5]. Основным недостатком этого 
метода является неспецифичность, так как 
калия перманганатом в кислой среде окис-
ляются не только дубильные вещества, но 
и другие соединения (флавоноиды, аскор-
биновая кислота и др.), обладающие вос-
становительными свойствами. Поэтому 
результаты количественного определения 
анализируемой группы соединений в ле-
карственном растительном сырье являют-
ся завышенными, и дубильные вещества 
могут быть «обнаружены» даже в тех объ-
ектах, где они практически отсутствуют.
Спектрофотометрические методы 
основаны на измерении оптической плот-
ности извлечения после образования окра-
шенных продуктов, полученных при вза-
имодействии содержащихся в извлечении 
дубильных веществ с различными реаген-
тами. Государственная фармакопея Ре-
спублики Беларусь рекомендует исполь-
зовать для количественного определения 
дубильных веществ спектрофотометрию 
с использованием фосфорномолибдено-
вольфрамового реагента. При этом изме-
рение оптической плотности извлечения 
с указанным реагентом проводят дважды: 
до и после обработки этой системы кож-
ным порошком.
Хроматографические, в частности, 
метод жидкостной хроматографии. Он 
введен в фармакопею США для количе-
ственного определения дубильных ве-
ществ в некоторых видах лекарственного 
растительного сырья [6]. Для детектирова-
ния чаще всего используется абсорбцион-
ная спектрофотометрия.
Другие, такие как энзиматический, не-
фелометрический, денситометрический, 
не получившие в настоящее время широ-
кого распространения.
Как отмечалось выше, в Государствен-
ную фармакопею Республики Беларусь 
включены два метода количественного 
определения дубильных веществ: метод 
Левенталя и спектрофотометрический 
метод с использованием фосфорномолиб-
деновольфрамового реагента и кожного 
порошка. Последний является более объ-
ективным методом, однако ограничен в 
применении ввиду высокой стоимости 
кожного порошка, который в Республике 
Беларусь не производится.
Целью данной работы являлось из-
учение возможности использования деше-
вого и доступного отечественного казеина 
вместо дорогостоящего импортного кож-
ного порошка в методике количественно-
го определения дубильных веществ, при-
веденной в Государственной фармакопее 
Республики Беларусь. 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для проведения исследования было 
использовано следующее лекарственное 
растительное сырье: лапчатки корневища, 
брусники листья, дуба кора, змеевика кор-
невища, кровохлебки корневища и корни. 
Все объекты были заготовлены в окрест-
ностях г. Витебска в соответствии с об-
щепринятыми правилами [8]. В качестве 
стандарта был использован пирогаллол.
Для получения извлечения 0,100 г по-
рошка лекарственного растительного сы-
рья помещали в колбу, добавляли воду 
очищенную (10,0 мл) и нагревали на во-
дяной бане (100оС) с обратным холодиль-
ником в течение 30 мин. Полученное из-
влечение охлаждали и фильтровали. 4 мл 
полученного фильтрата разбавляли водой 
очищенной 1:10. 
Определение количества казеина, не-
обходимого для адсорбции полифенолов, 
проводили следующим образом: 3,0 мл 
разбавленного извлечения добавляли к на-
вескам казеина (10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 
140, 160, 180, 200 мг) и выдерживали при 
комнатной температуре в течение 30 ми-
нут при периодическом перемешивании. 
Для сравнения такой же эксперимент был 
проведен с использованием кожного по-
рошка.
Для определения времени, необходи-
мого для адсорбции полифенолов казеи-
ном, использовали следующую методику: 
3,0 мл разбавленного извлечения добав-
ляли к 100 мг казеина и выдерживали при 
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комнатной температуре 10, 20, 30, 40, 50, 
60 мин при периодическом перемешива-
нии.
Во всех случаях после смешивания из-
влечения с казеином или кожным порош-
ком систему центрифугировали 10 минут 
при 1000 об/мин. Отбирали 0,3 мл надоса-
дочной жидкости и добавляли к ней 2,4 мл 
воды очищенной, 1,0 мл раствора натрия 
карбоната (290 г/л) и 0,1 мл фосфорномо-
либденовольфрамового реагента. Через 40 
минут измеряли оптическую плотность 
на СФ-26 при длине волны 720 нм отно-
сительно раствора сравнения (2,9 мл воды 
очищенной, 1,0 мл раствора натрия карбо-
ната (290 г/л) и 0,1 мл фосфорномолибде-
новольфрамового реагента).
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рисунке 1 представлены графики 
зависимости оптической плотности из-
влечения от массы навески добавленного 
казеина. При этом в диапазоне масс казеи-
на от 10 до 80 мг отмечается уменьшение 
оптической плотности, что может свиде-
тельствовать об увеличении адсорбции по-
лифенолов по мере увеличения количества 
добавленного казеина. При добавлении 
казеина массой от 80 до 200 мг изменения 
оптической плотности не наблюдалось. 
Исходя из этого можно предположить, что 
адсорбция полифенолов при увеличении 
массы добавленного казеина не изменя-
лась. Вероятно, это связано с практически 
полным удалением этих соединений из из-
влечений лекарственного растительного 
сырья белком. Таким образом, пригодным 
для количественного определения поли-
фенолов является диапазон масс 80-200 
мг казеина, в пределах которого масса до-
бавленного белка не влияет на полноту ад-
сорбции этих соединений.
На рисунке 2 представлена зависи-
мость оптической плотности извлечения 
из брусники листьев от времени выдер-
живания системы при комнатной темпе-
ратуре. Из данного рисунка видно, что 
минимальное время, требуемое для прак-
тически полной адсорбции полифенолов 
казеином, составляет 30 минут.
На рисунке 3 представлена зависи-
мость оптической плотности извлечения 
лапчатки корневищ от массы добавлен-
а б
Рисунок 1 – Зависимость оптической плотности извлечений лапчатки корневищ (а) 
и брусники листьев (б) от массы добавленного казеина
Рисунок 2 – Зависимость оптической 
плотности извлечения брусники листьев 
от времени выдерживания при комнатной 
температуре
Рисунок 3 – Зависимость оптической 
плотности извлечения лапчатки корневищ 
от массы добавленного кожного порошка
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ного кожного порошка. Эта зависимость 
идентична таковой при использовании ка-
зеина. Однако надо отметить, что кожный 
порошок лучше адсорбирует полифенолы, 
чем казеин, что видно из различий опти-
ческой плотности извлечения с фосфорно-
молибденовольфрамовым реагентом. По-
этому, чтобы иметь возможность сравнить 
полученные результаты с требованиями 
Государственной фармакопеи Республики 
Беларусь, необходимо было ввести попра-
вочные коэффициенты, которые учитыва-
ли бы различия в адсорбции полифенолов 
казеином и кожным порошком. Этот ко-
эффициент представляет собой отноше-
ние оптической плотности извлечения с 
фосфорномолибденовольфрамовым реа-
гентом после обработки кожным порош-
ком (Кж) к оптической плотности этой же 
системы после обработки казеином (Кз) 
– Кж/Кз = k. При этом формула расчета, 
приведенная в Государственной фармако-
пее Республики Беларусь, принимает сле-
дующий вид:
(1)
где Х – количественное содержание 
дубильных веществ, %,; А
1
 – оптическая 
плотность экстракта; А
2
 – оптическая плот-
ность, измеренная после удаления дубиль-
ных веществ; А3 – оптическая плотность 
раствора стандарта; m1 – масса взятого об-
разца для анализа, г,; m2 – масса пирогал-
лола, г,; k – поправочный коэффициент.
Поправочные коэффициенты для не-
которых видов лекарственного раститель-
ного сырья приведены в таблице 1.
Как видно из таблицы 1, между груп-
пой дубильных веществ и значениями рас-
считанных поправочных коэффициентов 
есть некоторая связь. Так, для змеевика 
корневищ и брусники листьев, в которых 
преобладают гидролизуемые дубильные 
вещества, значения поправочных коэффи-
циентов составляют 0,80 и 0,74, соответ-
ственно, в то время как для кровохлебки 
корневищ и корней, лапчатки корневищ и 
дуба коры, в которых основной группой 
являются конденсированные дубильные 
вещества, поправочные коэффициенты 
находятся в диапазоне 0,53-0,57. Поэтому 
можно предположить, что по значению 
поправочного коэффициента (k) возможно 
в некоторой степени предсказать группу 
преобладающих в растении дубильных ве-
ществ.
Нами предложена следующая методи-
ка количественного определения дубиль-
ных веществ в лекарственном раститель-
ном сырье, изложенная ниже на примере 
ее применения для лапчатки корневищ.
0,100 г порошка лекарственного расти-
тельного сырья помещают в колбу, добав-
ляют воду очищенную (10,0 мл) и нагре-
вают на водяной бане (100оС) в течение 30 
мин. Полученное извлечение охлаждают, 
фильтруют. 4 мл полученного фильтрата 
разбавляют водой очищенной 1:10. 
Раствор №1: 3,0 мл разбавленного 
извлечения добавляют к 100 мг казеина, 
выдерживают при периодическом переме-
шивании 30 минут, затем центрифугируют 
10 минут при 1000 об/мин. Отбирают 0,3 
мл надосадочной жидкости, прибавляют к 
ней 2,4 мл воды очищенной, 1,0 мл раство-
ра карбоната натрия (290 г/л) и 0,1 мл фос-
форномолибденовольфрамового реагента 
(А2).
Раствор №2: отбирают 0,3 мл разбав-
ленного водой извлечения и добавляют к 
нему 2,4 мл воды очищенной, 1,0 мл рас-
твора карбоната натрия (290 г/л) и 0,1 мл 
фосфорномолибденовольфрамового реа-
гента (А
1
).
Раствор сравнения: 2,9 мл воды очи-
щенной, 1,0 мл раствора карбоната натрия 
(290 г/л) и 0,1 мл фосфорномолибдено-
вольфрамового реагента. 
Раствор стандарта. Непосред-
ственно перед использованием растворя-
ют 50,0 мг пирогаллола в воде очищен-
Лекарственное растительное сырье Поправочный коэффициент (k)
лапчатки корневища 0,54
кровохлебки корневища и корни 0,53
дуба кора 0,57
брусники листья 0,74
змеевика корневища 0,80
Таблица 1 – Поправочные коэффициенты (k) для некоторых видов лекарственного 
растительного сырья
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ной и доводят объём раствора до 100,0 
мл в мерной колбе тем же растворите-
лем. Разбавляют 5,0 мл этого раствора 
в мерной колбе до 100,0 мл водой очи-
щенной. Смешивают 2,0 мл полученного 
раствора с 1,0 мл фосфорномолибдено-
вольфрамового реагента и 10,0 мл воды 
и доводят объём до 25,0 мл раствором 
натрия карбоната (290 г/л) (А3). 
Все системы выдерживают в течение 
40 минут при комнатной температуре, а 
затем измеряют оптическую плотность от-
носительно раствора сравнения при длине 
волны 720 нм. Содержание дубильных ве-
ществ выражают в процентах в пересчете 
на пирогаллол и рассчитывают согласно 
уравнению:
(2)
где Х – количественное содержание 
дубильных веществ, %,; А1 – оптическая 
плотность экстракта; А
2
 – оптическая плот-
ность, измеренная после удаления дубиль-
ных веществ; А
3
 – оптическая плотность 
раствора стандарта; m
1
 – масса взятого об-
разца для анализа, г,; m
2
 – масса пирогал-
лола, г,;k – поправочный коэффициент.
Нами была проведена статистиче-
ская обработка результатов, полученных 
при использовании предложенной нами 
методики и методики с использованием 
кожного порошка. Метрологические ха-
рактеристики методик приведены в та-
блице 2. 
Для оценки воспроизводимости нами 
был рассчитан критерий Фишера. Вы-
численное нами значение (F
эксп
=1,01) мы 
сравнили с табличным значением F(P
1
,ν
1
, 
ν
2
), найденным при P= 95% (3,44). Так как 
Fэксп<Fкрит, то между дисперсиями двух вы-
борок нет статистически значимых разли-
чий, и результаты методик статистически 
не различаются. 
Таблица 2 – Метрологические характеристики методик количественного определения 
содержания дубильных веществ в лапчатки корневищах (n=9)
X , % S
2 S t (P, f) Δх ε, %
Казеин 8,43 0,298 0,546 2,26 0,41 4,88
Кожный 
порошок 8,65 0,296 0,544 2,26 0,41 4,75
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучена и подтверждена возмож-
ность применения казеина вместо кожно-
го порошка в методике количественного 
определения дубильных веществ, приве-
денной в Государственной фармакопее 
Республики Беларусь. Определены опти-
мальная масса добавляемого казеина – 
80-200 мг и время выдерживания системы 
при комнатной температуре, необходи-
мое для адсорбции – не менее 20 минут. 
Рассчитаны поправочные коэффициенты, 
которые учитывают различия в степени 
связывания дубильных веществ казеи-
ном и кожным порошком. Их применение 
дает возможность сравнить полученные 
с помощью разработанной методики ре-
зультаты с требованиями Государствен-
ной фармакопеи Республики Беларусь на 
лекарственное растительное сырье. Уста-
новлена воспроизводимость разработан-
ной нами методики.
SUMMARY
G.N. Buzuk, A.R. Fоmichova, 
N.V. Kоrоzhan, N.N. Rodionоva
ABOUT THE POSSIBILITY OF CA-
SEIN USING FOR QUANTITATIVE 
ANALYSIS OF TANNINS IN PLANT 
RAW MATERIAL
The possibility of casein use instead of 
a skin powder in a technique of quantitative 
de nition of the tannins of the Republic of 
Belarus State Pharmacopoeia was studied. 
The optimum amount of casein and time nec-
essary for adsorption of tannins were de ned. 
Correction coef cients for several plant raw 
materials are calculated. They permit to com-
pare got the data with data which speci ed in 
State Pharmacopoeia.
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